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INTISARI 
Tanaman eukaliptus merupakan salah satu plasma nutfah prioritas utama 
bagi HTI, untuk menjaga ketersedian bibitnya perlu dilakukan penyimpanan 
secara ex-situ dengan penyimpanan in-vitro berjangka panjang atau kriopreservasi 
pada metode droplet-vitrivication. Penelitian bertujuan untuk mendapatkan waktu 
perendaman PVS2 yang tepat, jenis eukaliptus yang mampu beregenerasi setelah 
pemberian PVS2, dan mendapatkan interaksi antara waktu perendaman PVS2 
dengan jenis eukaliptus. Penelitian ini telah dilaksanakan pada bulan Mei sampai 
Oktober 2019 di PT. Arara Abadi, Divisi Research and Development, seksi 
Laboratorium Bioteknologi Perawang-Riau. Rancangan penelitian menggunakan 
RAL (Rancangan Acak Lengkap) faktorial dan tiga kali ulangan. Faktor pertama 
adalah waktu perendaman PVS2 7 taraf yaitu perendaman 0, 20, 40, 60, 80, 100, 
dan 120 menit. Faktor kedua adalah jenis eksplan eukaliptus yaitu, Eucalyptus 
pellita, E. camaldulensis x E. pellita, dan E. grandis x E. urophylla. Parameter 
pengamatan terdiri dari persentase regenerasi eksplan, persentase survival, waktu 
muncul shoot pertama, jumlah shoot, dan tinggi shoot. Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa waktu perendaman PVS2 tidak memberikan pengaruh untuk 
keseluruhan parameter, dan jenis eukaliptus berpengaruh terhadap keseluruhan 
parameter pengamatan. E. camaldulensis x E. pellita mampu beregenerasi setelah 
pemberian PVS2. Masih belum terjadi interaksi antara waktu perendaman PVS2 
dan jenis eukaliptus. 
 






OPTIMIZATION OF PVS2 IMMERSION ON EXPLANTS EUCALYPTUS 









Eucalyptus plants are one of the top priority germplasm for HTI, to 
maintain the availabity of seeds, ex-situ storage needs to be carried out, with 
long-term in-vitro storage or cryopreservation in the droplet-vitrivication method. 
The aim of this research is to get the appropriate time to soak PVS2, the type of 
eucalyptus that is able to regenerate after administration of PVS2, and to get the 
interaction between the time of submergence of PVS2 and the type of eucalyptus. 
This research was conducted in May to October 2019 at PT. Arara Abadi, 
Research and Development Division, Perawang-Riau Biotechnology Laboratory 
section. Using the Randomized Complete Design design two factorial and three 
replications. The first factor is the length of the 7 level PVS2 immersion, ie 
immersion 0, 20, 40, 60, 80, 100, and 120 minutes. The second factor is the type  
of eucalyptus explants namely, Eucalyptus pellita, E. camaldulensis x E. pellita, 
and E. grandis x E. urophylla. The parameters of the observation consist of the 
percentage of explant regeneration, survival percentage, time of the first shoot 
appear, number of shoots, and shoot height. The results showed that the time to 
soak PVS2 was not significant for all observational parameters and type of 
eucalyptus significantly affected all observational parameters. E. camaldulensis x 
E. pellita is able to regenerate after administration of PVS2. The interaction of 
PVS2 immersion time and type of eucalyptus has not yet occurred. 
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1.1 Latar Belakang 
Eucalyptus sp. merupakan salah satu jenis tanaman prioritas yang 
dikembangkan dalam pengelolaan HTI yang diperuntukkan sebagai kayu serat. 
Karakteristik jenis yang dipilih untuk hutan tanaman pulp, yaitu jenis cepat 
tumbuh, produktivitas tinggi, daur pendek dan memiliki sifat (kimia dan fisika) 
kayu sesuai dengan persyaratan bahan baku industri pulp (Mindawati dkk, 2010). 
Kayu pulp harus memiliki serat yang panjang, kandungan lignin yang relatif 
rendah, rendemen yang tinggi serta kekuatan pulp dan kertas yang dihasilkan 
tinggi (Pasaribu dan Tampubolon, 2007). Eucalyptus sp. cocok dikembangkan di 
daerah tropis (Leksono, 2010), dipanen pada umur 6–7 tahun (Quilho et  al., 
2006), dan layak untuk bahan baku pulp pada umur 4–5 tahun (Sihite, 2008). 
Tanaman eukaliptus merupakan salah satu plasma nutfah yang perlu dijaga 
ketersedian bibitnya agar selalu tersedia dimasa yang akan datang. Plasma nutfah 
tanaman merupakan modal awal untuk merakit tanaman varietas unggul 
(Tambunan dan Ika, 2003). Plasma nutfah dapat dilakukan penyimpanan secara 
in-situ di pusat-pusat pertumbuhan dan koleksi pertanian. Bentuk penyimpan 
secara ex-situ meliputi bank benih, bank gen lapangan, dan bank gen in-vitro (Taji 
et al., 2002) 
Penyimpanan secara in-vitro dapat dilakukan melalui penyimpanan jangka 
pendek (melalui kultur jaringan), jangka pendek dan menengah, serta jangka 
panjang atau secara kriopreservasi (Bermawie dan Kristina, 2003). Kriopreservasi 
bahan dari bagian tanaman merupakan satu-satunya pilihan yang dapat dilakukan 
untuk penyimpanan plasma nutfah jangka panjang. 
Ragam teknik kriopreservasi yang telah berkembang adalah (1) vitrifikasi, 
(2) enkapsulasi-dehidrasi, (3) enkapsulasi-vitrifikasi, (4) desikasi, (5) pratumbuh, 
(6) pratumbuh-desikasi, dan (7) dropplet-freezing (Engelmann 2000) dan yang 
dapat digunakan untuk mengatasi subkultur berulang-ulang pada stok eksplan 
Eucalyptus pellita yaitu menggunakan teknik droplet-vitrification. Menurut Sakai 
dan Engelman (2007) teknik droplet-vitrification melibatkan praperlakuan shoot 





cepat dengan mencelupkan aluminium foil ke dalam nitrogen cair. Keuntungan 
teknik ini adalah suhu pendinginan yang mencapai -1960C dan yang disertai 
adanya proses pelelehan, serta penggunaan larutan vitrifikasi dalam volume yang 
sedikit karena hanya membutuhkan beberapa tetesan untuk diberikan pada bahan 
tanaman. 
Pada teknik droplet-vitrivication faktor yang mempengaruhi keberhasilan 
diantaranya penggunaan larutan vitrifikasi, dan lama perendaman krioprotektan. 
Jenis larutan vitrifikasi yang biasa digunakan yaitu PVS2 (Plant Vitrivication 
Solution). PVS2 merupakan larutan pendehidrasi sel untuk melindungi jaringan 
tanaman selama pembekuan (Tambunan dan Ika, 2003). Faktor lama perendaman 
pada larutan vitrifikasi juga perlu untuk diperhatikan agar bahan yang terkandung 
dalam larutan tersebut tidak menjadi penyebab keracunan terhadap eksplan 
tanaman (Tambunan dan Ika, 2003). Tanaman hortikultura seperti bawang putih 
berhasil dikriopreservasi dengan metode droplet-vitrivication lima genotype 
memiliki pertumbuhan kembali setelah terpapar PVS2 (Ellis dkk, 
2006).Berdasarkan hasil penelitian Kaya et al., (2013) menggunakan teknik 
droplet-vitrivication memiliki tingkat bertahan hidup yang tinggi untuk ke-tiga 
belas klon pada 5 spesies Eucalyptus spp. Dengan nilai persentase tertinggi yaitu 
84,8%. Menurut penelitian Chen et al,. (2010) dengan menggunakan teknik 
droplet-vitrivication persentase eksplan bertahan hidup sebesar 83,8% dan nilai 
regenerasi 67,6% pada Lilium lancifolium Thunb. Pada penelitian Kim et al,. 
(2006) keberhasilan hidup eksplan kentang varietas dan kentang liar  dari dua 
belas varietas memiliki rentang nilai antara 64% hingga 94,4% dengan teknik 
droplet vitrivikasi. 
Berdasarkan uraian diatas, maka peneliti telah melakukan penelitian 
dengan judul “Optimasi Lama Waktu Perendaman PVS2 Terhadap Eksplan 
Eucalyptus spp. Menggunakan Teknik Kriopreservasi Pada Metode Droplet- 






Tujuan penelitian ini yaitu untuk: 
1. Mendapatkan waktu perendaman PVS2 (Plant Vitrivication Solution) yang 
tepat terhadap pertumbuhan eksplan eukaliptus. 
2. Mendapatkan jenis eukaliptus yang dapat beregenerasi setelah pemberian 
PVS2. 




1. Pelestarian sumber plasma nutfah sebagai konservasi jangka panjang. 




1. Terdapat waktu perendaman yang tepat terhadap pertumbuhan eukaliptus. 
2. Terdapat jenis eukaliptus yang dapat beregenerasi setelah pemberian 
PVS2. 






II. TINJAUAN PUSTAKA 
 
 
2.1. Eucalyptus pellita F. Muel 
Eucalyptus pellita adalah salah satu jenis yang dikembangkan untuk Hutan 
Tanaman Industri (HTI) karena sifatnya yang adaptif dengan lingkungan dan 
kayunya dapat di gunakan untuk bahan bubur kertas. Jenis ini merupakan salah 
satu spesies endemic Indonesia yang tumbuh di Papua sampai dengan ketinggian 
di atas 800 mdpl dengan curah hujan 900 mm - 2.100 mm/tahun (Adinugraha dkk, 
2007). 
Menurut Tjitrosoepomo (2000), spesies E. pellita memiliki klasifikasi 
sebagai berikut; kingdom: plantae, division: spermatophyta, sub division: 
angiospermae, class: dycotyledoneae, ordo: myrtales, family: mrytaceae, genus: 
eucalyptus, spesies : eucalyptus pellita F. Muell. E. pellita termasuk dalam famili 
Myrtaceae dan merupakan salah satu jenis prioritas untuk Hutan Tanaman  
Industri (HTI) karena sifatnya yang mudah menyesuaikan diri dan kayunya dapat 
digunakan untuk bahan baku pulp. Kriteria pohon yang baik secara komersial 
harus mencakup pertumbuhan yang cepat, batang lurus dengan percabangan 
terbatas, dan kualitas kayu yang layak untuk penggunaan tertentu. Spesies 
tanaman juga harus toleran terhadap berbagai kondisi tanah dan lokasi, dan tahan 
terhadap hama dan penyakit. E. pellita memenuhi semua kriteria tersebut karena 
telah terbukti sangat baik untuk upaya reboisasi di tempat-tempat dengan curah 
hujan tinggi, musim kering yang berbeda dan kondisi tanah yang buruk (Dombro, 
2010). 
E. pellita mempunyai batang bulat lurus, tidak berbanir, kurang bercabang 
dan tingginya dapat mencapai lebih dari 47 m dengan diameter 2 m. Kayu 
gubalnya berwarna coklat kemerah-merahan sampai coklat merah, mudah dibelah, 
sedikit bergetah, kulitnya sangat kuat dan sedikit berserat. Tajuk tanaman 
menyerupai kerucut sampai lonjong. Pada waktu muda tanaman mempunyai daun 
majemuk ganda dan setelah dewasa muncul daun semu tunggal (Khaerudin, 
1994). 
E. pellita dapat tumbuh pada berbagai macam tanah seperti spodosol dan 





granitis, basaltis, konglomerat, batu kapur dan sedimen.Tanaman ini juga cocok 
tumbuh pada tanah alluvial dataran rendah dan pasang surut (Herawatiningsih, 
2001). 
 
Gambar 2.1 Tanaman Eucalyptus pellita 
(Sumber: Dokumentasi Pribadi) 
 
2.2 E.camaldulensis x E.pellita 
Tanaman ini merupakan hasil persilangan antara tetua E.camaldulensis x 
E.pellita. Berdasarkan pengamatan, peneliti dapat menyimpulkan urutan 
taksonomi sebagai berikut; kingdom: plantae, division: spermatophyta, sub 
division: angiospermae, class: dycotyledoneae, ordo: myrtales, family: mrytaceae, 
genus: eucalyptus, spesies : Eucalyptus camaldulensis x E. pellita. 
 
Gambar 2.2 Kultur E.camaldulensis x E. pellita 
(Sumber: Dokumentasi Pribadi) 
 
2.3 E.grandis x E urophylla 
E.grandis x E. urophylla merupakan tanaman kehutanan brazil yang 
terbaik karena memiliki pertumbuhan yang cepat, dengan siklus penebangan 
antara enam hingga tujuh tahun. Tanaman ini merupakan salah satu penghasil 





dengan kualitas kayu yang baik, adapun hasil pulp antara 50%-54%  dan 
kepadatan kayu sekitar 0,500 hingga 0,520g / cm³ ( Basa et al., 2007). 
 
Gambar 2.3 Kultur E.grandis x E.urophylla 
(Sumber: Dokumentasi Pribadi) 
 
2.4. Kultur Jaringan 
Kultur jaringan tanaman adalah metode untuk mengisolasi bagian tanaman 
seperti sekelompok sel, jaringan/organ, serta membudidayakannya dalam 
lingkungan yang terkendali (secara in-vitro) dan aseptik, sehingga bagian tanaman 
tersebut dapat bergenerasi menjadi tanaman lengkap kembali. Teknik kultur 
jaringan berkembang dengan adanya teori totipotensi sel yang dikemukakan oleh 
Schwann dan Schleiden, pada tahun 1338. Teori tersebut menyatakan bahwa 
didalam masing-masing sel tumbuh mengandung informasi genetik dan sarana 
fisiologis tertentu yang mampu membentuk tanaman lengkap bila ditempatkan di 
lingkungan sesuai (Sulistiani dan Yani, 2015). 
Teknik kultur jaringan saat ini banyak dikembangkan untuk membantu 
memperbanyak bibit tanaman khususnya untuk tanaman yang sulit untuk 
dikembangbiakkan secara generatif dibandingkan dengan perbanyakan bibit 
secara konvesional seperti dari biji, stek atau cangkok. Perbanyakan klonal kultur 
jaringan mempunyai beberapa keunggulan diantaranya: (1) perbanyakan bibit 
dapat dilakukan dengan cepat dan dalam skala banyak, (2) kontinuitas 
ketersediaan bibit akan terjaga sepanjang waktu, tanpa harus menunggu musim 
berbuah dan; (3) bibit yang dihasilkan akan sama dengan induknya, sehingga 
tingkat keseragaman tumbuhan bibit dilapangan sangat tinggi (Sulistiani  dan 
Yani, 2015). 
Pemanfaatan teknologi kultur jaringan untuk tujuan perbanyakan bibit 





dan lain-lain. Beberapa kelebihan dari penggunaan teknik kultur jaringan 
dibandingkan dengan cara konvensional adalah: (1) faktor perbanyakan, (2) tidak 
tergantung pada musim karena lingkungan tumbuh in-vitro terkendali, (3) bahan 
tanaman yang digunakan sedikit sehingga tidak merusak pohon induk, (4)  
tanaman yang dihasilkan bebas dari penyakit meskipun dari induk yang 
mengandung patogen internal dan (5) tidak membutuhkan tempat yang sangat luas 
untuk menghasilkan tanaman dalam jumlah banyak. Masalah yang banyak 
dihadapi dalam mengaplikasikan teknik kultur jaringan, khususnya di Indonesia 
adalah modal investasi awal yang cukup besar dan sumber daya manusia yang 
menguasai dan terampil dalam bidang kultur jaringan tanaman masih terbatas. 
Masalah lain yang sering muncul adalah tanaman hasil kultur jaringan sering 
berbeda dengan tanaman induknya atau mengalami mutasi. Hal ini dapat terjadi 
karena penggunaan metode perbanyakan yang salah, seperti frekuensi subkultur 
yang terlalu tinggi, perbanyakan melalui organogenesis yang tidak langsung 
(melalui fase kalus) atau konsentrasi zat pengatur tumbuh yang digunakan terlalu 
tinggi (Sukmadjaja dan Mariska, 2003). 
 
2.5. Teknik Kriopreservasi 
Kriopreservasi biasa disebut juga dengan kriokonservasi, dimana dapat 
menjadi metode untuk organel sel, jaringan, matriks esktraseluler, organ atau 
kontruksi biologis lainnya yang memiliki resiko berbahaya oleh unit dinamika 
kimia yang tidak diatur untuk pengawetan oleh pendinginan pada suhu sangat 
rendah (biasanya -800 C viktimisasi emisi gas rumah kaca atau -1960C viktimisasi 
nitrogen cair) (Pegg dan David, 2007). 
Pada suhu cukup rendah, semua katalis atau aktivitas kimia yang dapat 
menyebabkan kerusakan pada bahan biologis yang dimaksud secara efektif untuk 
dihentikan. Teknik kriopreservasi dapat mencapai suhu yang sangat rendah, 
sehingga mengurangi tingkat kerusakan tidak menimbulkan kerusakan besar yang 
disebabkan oleh pembentukan es sepanjang pengurangan suhu (Ankita, 2016). 
Beberapa jenis benih tanaman penghasil kayu seperti Swietenia macrophylla 
(mahoni) dan Tectona grandis (jati) telah berhasil dikriopreservasi dalam bentuk 





Nashatul, 2000). Hasil penelitian Prasetyorini (1999) menggunakan tanaman obat 
langka Rauvolvia erpentine memiliki kerbehasilan hidup 40% setelah 
dikriopreservasi. Hal yang sama juga pada tanaman ubi jalar berhasil 
dikriopreservasi dengan tingkat kehidupan jaringan mencapai 77% (Tambunan 
dan Ika, 2003). 
Adapun ragam teknik kriopreservasi ini terdiri dari (1) vitrifikasi, (2) 
enkapsulasi-dehidrasi, (3) enkapsulasi-vitrifikasi, (4) desikasi, (5) pratumbuh, (6) 
pratumbuh-desikasi, dan (7) dropplet-freezing (Engelmann, 2000). 
1. Vitrifikasi 
Teknik ini didasarkan pada proses vitrifikasi, yaitu proses pembentukan 
struktur berupa kaca (meta-stable glass) pada suhu yang sama dengan atau di 
bawah titik beku suatu larutan tertentu. Metodenya lebih sederhana daripada 
enkapsulasi-dehidrasi, telah banyak digunakan untuk tanaman yang peka terhadap 
perlakuan suhu rendah (Takagi et al., 1997). Teknik vitrifikasi telah dimanfaatkan 
secara luas pada banyak tanaman (Sakai dan Engelmann, 2007), di antaranya ubi 
kayu, ubi jalar, dan Dioscorea spp. Faktor pembatas teknik ini, yaitu 
diperlukannya toleransi yang cukup tinggi dari bahan tanaman terhadap larutan 
krioprotektan (Sakai dan Engelmann, 2007). 
2. Enkapsulasi-dehidrasi 
Pada teknik tersebut, bahan tanaman dienkapsulasi pada kapsul alginat, 
lalu ditumbuhkan pada media yang diperkaya dengan sukrosa dan dikeringkan 
secara parsial dalam laminar air flow cabinet atau gel silika hingga kandungan air 
mencapai sekitar 20% dan diikuti oleh pembekuan cepat (Tambunan dan Ika, 
2003). Metodenya sederhana, namun memerlukan benih sintetik yang cukup 
banyak dan hanya mampu digunakan pada tanaman yang memiliki toleran 
terhadap konsentrasi sukrosa tinggi. Teknik ini telah dikembangkan pada ubi kayu 
(Sakai, 2004). 
3. Enkapsulasi-vitrifikasi 
Teknik ini merupakan kombinasi antara teknik enkapsulasi-dehidrasi dan 
vitrifikasi. Pada teknik ini, bahan tanaman dienkapsulasi dalam kapsul alginat, 
kemudian dilakukan proses dehidrasi jaringan dengan menggunakan larutan 





digunakan pada tanaman yang memiliki kepekaan terhadap perlakuan desikasi dan 
telah digunakan pada banyak tanaman, seperti Dioscorea spp., ubi jalar, dan ubi 
kayu (Sakai dan Engelmann, 2007; Sakai et al., 2008). 
4. Desikasi 
Teknik desikasi merupakan teknik yang paling sederhana, yaitu 
mengeringkan bahan tanaman dalam laminar air flow cabinet, dapat 
menggunakan gel silika atau flash drying hingga kandungan air mencapai 10- 
20%, kemudian diikuti oleh pembekuan cepat (Dewi dkk, 2014). 
5. Pratumbuh 
Pratumbuh merupakan teknik dengan bahan tanaman yang diperlakukan 
dengan menggunakan krioprotektan, kemudian secara cepat direndam ke dalam 
nitrogen cair. Teknik ini tergolong sederhana dan murah, tetapi kesulitannya 
terjadi dalam memanipulasi jaringan embriogenik tanpa enkapsulasi (Dewi dkk, 
2014). 
6. Pratumbuh-desikasi 
Teknik ini dilakukan dengan menanam bahan tanaman ke dalam media 
yang mengandung krioprotektan, lalu mengeringkannya dalam laminar air flow 
cabinet atau gel silika dan diikuti oleh pembekuan cepat (Tambunan dan Ika, 
2003. Teknik ini telah dimanfaatkan pada embrio zigotik kelapa dan kelapa sawit 
(Engelmann, 2000). 
7. Droplet-vitrifikasi 
Droplet-vitrifikasi adalah teknik kriopreservasi dengan materi tanaman 
yang diperlakukan dengan larutan krioprotektan, kemudian diletakkan di atas 
aluminium foil kemudian ditetesi larutan krioprotektan, lalu secara cepat 




Droplet-vitrifikasi merupakan bagian dari teknik kriopreservasi dengan 
materi tanaman yang diperlakukan dengan larutan krioprotektan, kemudian 
diletakkan di atas aluminium foil dan ditetesi larutan krioprotektan, kemudian 
secara cepat dimasukkan ke dalam nitrogen cair. Teknik ini secara rutin telah 





al., 2005), juga telah berhasil digunakan pada berbagai jenis tanaman, seperti 
bawang putih, pepaya, dan ubi-ubian seperti talas, Dioscorea spp., dan ubi jalar 
(Leunufna, 2007; Sakai dan Engelmann, 2007). 
Keberhasilan metode kriopreservasi adalah dapat menghindari terjadinya 
pembekuan selama proses pendinginan dalam nitrogen cair (Sakai, 1995). Dengan 
demikian, bahan tanaman yang akan dikriopreservasikan harus cukup terdehidrasi 
untuk menghindari efek mematikan dari pembekuan kristal es pada intraseluler. 
Untuk menginduksi toleransi dehidrasi, bahan tanaman membutuhkan beberapa 
perlakuan sebelum dicelupkan kedalam nitrogen cair, seperti prakultur pada media 
dengan konsentrasi sukrosa tinggi, pemberian perlakuan pada Loading Solution 
(LS), dan pemaparan pada Plant Vitrivication Solution (PVS). Efek berbahaya 
yang disebabkan oleh proses dehidrasi berkurang dengan mengoptimalkan durasi 
setiap langkah. Laju pendinginan juga merupakan faktor kunci untuk keberhasilan 
kriopreservasi, karena tingkat pembekuan yang sangat cepat membantu untuk 
menghindari pembekuan intraseluler dan dengan demikian memperoleh kondisi 
vitrifikasi selama pembekuan (Fahy et al., 1984). Hasil penelitian Noguiera et al., 
2013 menunjukkan tingkat kelangsungan hidup shoot tip tebu sebesar 20% untuk 
eksplan yang diperlakukaan 20 menit dengan PVS2. Hasil  penelitian 
Hardaningsih dkk (2012) menunjukkan ketujuh eksplan genotype pisang yang 





III. MATERI DAN METODE 
 
 
3.1 Waktu dan Tempat 
Penelitian ini telah dilaksanakan di PT. Arara Abadi, Divisi Research and 
Development, seksi Laboratorium Bioteknologi Perawang-Riau. Penelitian ini 
telah dilaksanakan dari Mei hingga Oktober 2019. 
 
3.2 Alat dan Bahan 
Alat yang digunakan selama percobaan ini antara lain: Laminar Air Flow 
Cabinet (LAFC), pipet pasteur disposable, kertas saring, autoclave, pH meter, 
botol kultur, mikropipet, gelas ukur, gelas piala, pinset, scalpel, cawan petri, 
bunsen, korek api, plastik wrap, kertas label, cryovial, aluminium foil,  
termometer, lemari pendingin, kotak es, tabung nitrogen dalam satu set, alkohol, 
dan glove. 
Bahan yang digunakan adalah stok media MS, kultur Eucalyptus spp, 
media MS, PVS2 (30% gliserol (w/v), 15 % etilen glycol (w/v), 15 % 
dimethylsulfoxide (DMSO) (w/v), dan batu es. 
 
3.3 Metode Penelitian 
Penelitian ini adalah penelitian eksperimen dengan rancangan percobaan 
Rancangan Acak Lengkap faktorial. Faktor pertama yaitu lama perendaman  
PVS2. Faktor kedua jenis eksplan eukaliptus. 
Faktor pertama dengan waktu perendaman PVS2 terdiri dari 8 taraf yaitu 
A0 (Kontrol) 
A1 (20 menit) 
A2 (40 menit) 
A3 (60 menit) 
A4 (80 menit) 
A5 (100 menit) 
A6 (120 menit) 
Faktor kedua jenis eksplan eukaliptus yang terdiri dari 3 taraf: 















Pembuatan Stok Media MS 
B2 (Eucalyptus camaldulensis x E. pellita) 
B3 (Eucalyptus grandis x E. urophylla) 
Sehingga diperoleh 21 kombinasi perlakuan, setiap perlakuan diulang 
sebanyak tiga kali, sehingga terdapat 63 unit percobaan. Setiap unit percobaan 
terdiri dari sepuluh eksplan sehingga total keseluruhan berjumlah 630 unit 
percobaan. 
Tabel 3.1 Kombinasi perlakuan 
 
Jenis Eukaliptus (B) 
Kombinasi    
B1 B2 B3 
 
A0 A0B1 A0B2 A0B3 
A1 A1B1 A1B2 A1B3 
Lama Waktu 
A2
 A2B1 A2B2 A2B3 
Perendaman A3 A3B1 A3B2 A3B3 
PVS2 (A 
A4
 A4B1 A4B2 A4B3 
A5 A5B1 A5B2 A5B3 
A6 A6B1 A6B2 A6B3 
 
3.4 Pelaksanaan Penelitian 
 





3.4.1 Sterilisasi Laminar Air Flow Cabinet, Alat dan Bahan 
Sterilisasi laminar air flow cabinet (LAFC) dilakukan dengan 
menghidupkan lampu dan blower lalu bersihkan permukaan dalam dengan 
menggunakan tisu yang sudah dicelupkan alkohol 70%. Sterilisasi dilakukan 
setiap hari sebelum LAFC digunakan (Sandra, 2013). 
Sterilisasi disection set dan botol yang akan digunakan  dilakukan 
sterilisasi dengan autoclave pada temperatur 121 oC dan tekanan 1 atm, selama 30 
menit, sedangkan sterilisasi bahan atau media kultur selama 15 menit., tunggu 
hingga suhu dan tekanan dalam autoclave menurun (Sandra, 2013; Sulistiani dan 
Yani, 2015). Alat- alat seperti pinset dan scalpel setelah disterilkan dengan 
autoclave dapat sterilisasi ulang dengan pembakaran di atas api bunsen sebelum 
dilakukan penanaman di dalam LAFC. 
 
3.4.2 Pembuatan Stok Media MS 
Pembuatan media MS dimulai dengan mencampurkan satu per satu larutan 
stok makro + stok mikro + iron + vitamin + myo inositol + sukrosa lalu 
tambahkan aquades dalam labu ukur mencapai volume 1L. Atur pH media 
menjadi 5,8 dengan pH meter, kemudian tambahkan agar-agar sebanyak 7.000 mg 
(Murashige and Skoog, 1962). Komposisi media MS dapat dilihat pada Lampiran 
1. 
 
3.4.3 Prakultur Eksplan 
Eksplan yang digunakan diperoleh dari koleksi Laboratorium Bioteknologi 
(R&D) PT. Arara. Masing-masing klon diambil sebagai eksplan menggunakan 
bagian nodul kultur pada ruas kedua dan ketiga dari ujung awal pucuk atas. 
Prakultur eksplan selama 24 jam pada media MS 0,25 M, dan dilanjutkan pada 
media MS 0,625 M selama 24 jam yang telah dibuat sebelumnya. 
 
3.4.4 Pembuatan PVS2 
Adapun cara pembuatan PVS2 adalah mencampurkan 30 ml gliserol + 15 
ml DMSO + 15 ml etilen glikol dalam media dasar sukrosa (C12H22O11) 0,4M 
untuk dilarutkan dengan aquades sebanyak 40 ml, lalu didapat larutan (PVS2) 





3.4.5 Perendaman PVS2 (Plant Vitrivication Solution) 
Perendaman dilakukan berdasarkan protokol Sakai dan Engelman (2007) 
dengan modifikasi. Perendaman diawali dengan pemberian masing-masing 
eksplan dengan PVS2, eksplan diletakkan diatas strip aluminiun foil steril dengan 
ukuran 3cm x 1,5 cm, kemudian ditetesi PVS2 sebanyak 30 µL. Penetesan ini 
dilakukan pada suhu 0 0C selama masing-masing waktu perendaman yaitu 0 
menit, 20 menit, 40 menit, 60 menit, 80 menit, 100 menit, dan 120 menit. 
3.4.6 Penyimpanan Eksplan 
Eksplan terlebih dahulu ditempatkan pada kryovial berukuran 1,5ml, 
selanjutnya dilakukan penyimpanan eksplan pada nitrogen cair selama 24 jam. 
3.4.7 Penghangatan (Rewarming) 
Penghangatan dilakukan dengan cepat untuk menghilangkan bekuan 
eksplan yang ditempatkan aluminium foil di cryovial, kemudian direndam larutan 
pencuci yaitu aquades steril pada suhu ruangan selama 15 menit. 
3.4.8 Pemindahan ke Media MS 
Eksplan yang sudah dihangatkan kembali, kemudian di pindahkan ke 
media MS yang telah dibuat sebelumnya. Selanjutnya dilanjutkan pada kriteria- 
kriteria pengamatan penelitian ini. 
 
3.5 Parameter Pengamatan 
Adapun parameter pengamatan penlitian ini sebaga berikut : 
1. Persentase Regenerasi Eksplan (%) 
Ciri-ciri eksplan yang mengalami regenerasi ditandai dengan adanya: masih 
hijau, segar, tumbuh shoot, dan tumbuh memanjang. Pengamatan dilakukan 
setiap minggu untuk mengetahui kapan eksplan mampu beregenerasi. 
2. Persentase Survival (%) 
Pengamatan dilakukan dengan cara menghitung jumlah eksplan bertahan 
hidup pada 4 MSK (Minggu Setelah Kriopreservasi) 
3. Waktu Muncul Shoot Pertama (Hari) 
Pengamatan dilakukan setiap hari untuk mengetahui kapan saat muncul Shoot 
pertama kali setelah dilakukan kriopreservasi. 





Pengamatan dilakukan dengan cara menghitung jumlah total Shoot yang 
tumbuh pada akhir pengamatan yaitu 4MSK (Minggu Setelah 
Kriopreservasi). 
5. Rata-Rata Tinggi Shoot (Cm) 
Pengamatan dilakukan dengan cara mengukur rata-rata tinggi Shoot pada 
akhir pengamatan yaitu 4 MSK (Minggu Setelah Kriopreservasi). 
 
3.6 Analisis Data 
Model linier untuk rancangan faktorial dua faktor dengan rancangan 
lingkungan RAL faktorial menurut Hanafiah (2014) sebagai berikut: 
 
Yijk : µ + αi + βj + (αβ) ij + €ijk 
i : 1,2,3 (faktor lama waktu perendaman) 
j : 1,2,3 (faktor jenis eksplan eukaliptus) 
k : 1,2,3 (ulangan) 
 
Yijk : Nilai pengamatan pertumbuhan eksplan pada ulangan ke–k yang 
memperoleh kombinasi perlakuan ij (faktor lama waktu  perendaman 
taraf ke-i dan faktor jenis eukaliptus taraf ke-j) 
µ : Rata-rata pengamatan pertumbuhan eksplan/ nilai tengah 
αi : Pengaruh lama waktu perendaman taraf ke-i 
βj : Pengaruh jenis eksplan eukaliptus taraf ke-j 
(αβ)ij : Pengaruh interaksi lama waktu perendaman taraf ke-i dan pada jenis 
eksplan eukaliptus taraf ke-j 








Data yang diperoleh akan dianalasis menggunakan ANOVA sebagai berikut: 
Tabel 3.2 Anova faktorial RAL 
SK db JK KT F-hit F-tabel 5% 
Perlakuan ab-1 JKP JKP/db KTP/KTG 
Faktor a-1 JK(A) JK(A)/db KT(A)/KTG 
waktu     
Faktor 
jenis 
b-1 JK(B) JK(B)/db KT(B)/KTG 
eksplan     
Interaksi  JK(AB) JK(AB)/db KT(AB)/KTG 
waktu dan 
jenis (a-1)(b-1) 
   
eksplan     
Galat Ab(r-1) JK(G) JK(G)/db - 
 
Bila terdapat perbedaan nyata data diuji lanjut menggunakan uji DMRT taraf 5%. 
Perhitungan dilakukan dengan menggunakan software STAR 2.0. Adapun rumus 











Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilaksanakan dapat disimpulkan 
bahwa: 
1. Tidak terdapat waktu perendaman PVS2 yang tepat terhadap pertumbuhan 
eksplan eukaliptus. 
2. Jenis eukaliptus E.camaldulensis x E.pellita. mampu beregenerasi setelah 
pemberian PVS2 . 




1. Perlu diadakannya penelitian lebih lanjut menggunakan metode droplet- 
vitrivication pada E.camaldulensis x E.pellita, maupun metode kriopreservasi 
lainnya pada tanaman berkayu lainnya. 
2. Perlu dilakukan pemberian LS sebelum melakukan perendaman PVS2 agar 
tidak terjadi plasmolysis yang tinggi di dalam sel tanaman. 
3. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan variasi waktu perendaman 
PVS2 yang lebih beragam. 
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(Murashige and Skoog, 1962) 
Stok Senyawa Konsentrasi Kebutuhan 
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Vitamin Glisin 2 5 
 
Nicotine Acid 0,5 
 
 











30.0 30,0 g/L 
Agar 
 
7.0 7,0 g/L 











Lampiran 3. Dokumentasi Kegiatan 
 
 
Pembuatan Media MS Pembuatan PVS2 
 
Pengambilan Material Eksplan Prakultur Eksplan 
 







Perendaman PVS2 0 0C Peletakan Pada Kriovial 
 
Penyimpana dalam N2 Cair Penyimpanan dalam N2 Cair 
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